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1. Abreviaturas 
ASncmtRNA: RNA no codificante mitocondrial antisentido 
ASncmtRNA-1: RNA no codificante mitocondrial antisentido 1 
ASncmtRNA-2: RNA no codificante mitocondrial antisentido 2  
ASO: Oligonucleótido Antisentido 
 
BSA: Albúmina de suero bovino 
 
CaCu: Cáncer Cervicouterino 
CK17: Citoqueratina 17 
CDX: Xenoinjerto derivado de células 
 
DAB: Diaminobencidina 
DMEM: Medio de Eagle modificado por Dulbecco 
DNA: Ácido desoxirribonucleico 
dNTP: Desoxirribonucleótido trifosfato 
 
g: Gramo 
GAPDH: Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
 
HeLa: Línea celular derivada de cáncer cervicouterino transformada con el Virus del 
Papiloma Humano 18 
HOTAIR: Hox transcript antisense intergenic RNA 
HPV: Virus del Papiloma Humano 
 
IP: Intraperitoneal 
 
kDa: Kilodalton 
 
LncRNA: RNA no codificante largo 
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M: Molar 
MEG3: Maternally expressed gene 3 
miRNA: microRNA 
MINSAL: Ministerio de Salud 
MgCl2: Cloruro de Magnesio 
mg: Miligramo 
ml: Mililitro 
mM: Milimolar 
mm: Milímetro 
mm3: Milímetro cúbico 
mtDNA: DNA mitocondrial 
 
ncRNAs: RNAs no codificantes 
ncmtRNA: RNA no codificante mitocondrial 
ng: Nanogramo 
nM: Nanomolar 
NIE: Neoplasia Intraepitelial 
NR: Oligonucleótido no relacionado 
 
OT: Ortotópico 
 
pb: Pares de bases 
PBS: Tampón fosfato salino 
PCNA: Antígeno nuclear de células en proliferación 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
PDX: Xenoinjerto derivado de paciente 
PECAM-1: Molécula de adhesión de células endoteliales plaquetarias 
PHA: Fitohemaglutinina 
piRNAs: PIWI-RNAs 
PVDF: Difluoruro de polivinilideno 
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RNA: Ácido ribonucleico 
rpm: Revoluciones por minuto 
rRNA: Ácido ribonucleico ribosomal 
RT-PCR: Reacción en cadena de la polimerasa en transcripción reversa 
 
SD: Desviación estándar 
SDS: Dodecíl sulfato de sodio 
SC: Subcutáneo 
SiHa: Línea celular derivada de cáncer cervicouterino transformada con el Virus del 
Papiloma Humano 16 
siRNAs: RNAs pequeños de interferencia 
SncmtRNA: RNA no codificante mitocondrial sentido 
U: Unidad 
V: Volt 
1537S: Oligonucleótido contra el ASncmtRNA 
°C: Grados Celsius 
µg: Microgramo 
µl: Microlitro 
µM: Micromolar 
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2.  Resumen  
El cáncer cervicouterino (CaCu) es uno de los cánceres diagnosticado con mayor 
frecuencia en mujeres, junto con el de mama y estómago. En Chile, cerca de 1.441 
nuevos casos son diagnosticados anualmente con una tasa de mortalidad cercana al 
50%. Los tratamientos existentes, como las cirugías y la quimioterapia, son agresivos y 
afectan la calidad de vida del paciente. Además, estos tratamientos no son del todo 
efectivos, y la aparición de resistencia al tratamiento y recurrencia de enfermedad son un 
importante problema de salud. Es por esto que es urgente desarrollar nuevas terapias 
que sean más eficientes y que tengan pocos efectos secundarios. En nuestro laboratorio 
se ha descrito una familia de RNAs no codificantes de origen mitocondrial (ncmtRNAs) 
compuesta por los transcritos sentido (SncmtRNA) y antisentido (ASncmtRNAS). Estos 
transcritos tienen una expresión diferencial según el estado proliferativo; en células y 
biopsias de tejido normal proliferante se detectan ambos transcritos. Células en reposo 
muestran nula expresión de estos transcritos, mientras que, células tumorales expresan 
el transcrito sentido y regulan negativamente el transcrito antisentido. La interferencia de 
los ASncmtRNAs, con oligonucleótidos (ASOs), produce una muerte masiva y selectiva 
de las células tumorales independiente de su origen. Esto se ha observado in vitro en 
cultivos primarios de cáncer cervicouterino avanzado. Para validar la terapia en modelos 
in vivo, se estableció un modelo xenoinjerto derivado de paciente (PDX) portador de 
cáncer cervicouterino avanzado donde se evaluaron las características histológicas y 
moleculares de una biopsia inicial a través de las diferentes generaciones. Los resultados 
de la terapia mostraron que no hubo diferencias en la cinética de crecimiento del tumor, 
pero si a nivel de metástasis y sobrevida. En un futuro ensayo, el régimen de 
administración debe ser evaluado en el modelo PDX. 
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Abstract  
Cervical cancer (CaCu) is one of the most frequently diagnosed cancer in women together 
with breast and stomach cancer. In Chile, about 1.441 new cases are diagnosed annually 
with a mortality rate close to 50%. The existing treatments, like surgeries and 
chemotherapy, are aggressive and affect the life quality of the patient. Besides, these 
treatments are not entirely effective, and emergence of treatment resistance and sickness 
recurrence are an important health problem. Therefore, developing new therapies with 
more efficiency and less side effects is urgent. In our laboratory, it has been described a 
family of non-coding RNAs of mitochondrial origin (ncmtRNAS), which is composed by 
sense (SncmtRNA) and antisense transcripts (ASncmtRNAS). These transcripts have a 
differential expression, in cells and biopsies of normal tissue they are both expressed. 
Resting cells show no expression of these transcripts, while tumorous cells express the 
sense transcript and downregulate the antisense. The interference of the ASncmtRNAs 
with oligonucleotides (ASOs) causes a massive and selective cell death of tumorous cells 
independent of their origin. This has been observed on in vitro primary cultures of 
advanced cervical cancer, and to validate this therapy on in vivo models, an advanced 
cervical cancer carrier patient derived xenograft model (PDX) was stablished, from which, 
histological and molecular characteristics were evaluated from an initial biopsy through 
several generations. The therapy results showed that there was not differences on the 
kinetics of the tumor growth, but there was at metastasis and survival levels. In future 
assays, the administration regimen should be evaluated on the PDX model. 
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3. Introducción  
3.1 Cáncer Cervicouterino 
El cáncer Cervicouterino (CaCu) es una alteración celular que se origina en el cuello del 
útero, siendo uno de los tumores malignos que más afecta a las mujeres (MINSAL, 2010). 
Las estadísticas globales disponibles hasta el año 2012 posicionan el CaCu como el 
cuarto más común en las mujeres, con una incidencia estimada de 528.000 nuevos casos 
y una mortalidad de 266.000 casos (Ferlay et al. 2015). En cuanto a proyecciones de la 
incidencia y mortalidad del cáncer cervicouterino realizadas en Estados Unidos, para el 
año 2017 existirán 12.820 nuevos casos donde la mortalidad será de 4.210 casos (Siegel 
et al. 2017). En Chile cerca de 1.441 nuevos casos son diagnosticados anualmente con 
una tasa de mortalidad cercana al 50%. Además, en nuestro país, el cáncer 
cervicouterino es la cuarta causa de cáncer en mujeres y es el segundo cáncer más 
común en mujeres entre los 15 y 44 años. (Bruni et al. 2016) 
 
El agente etiológico del CaCu es el virus del papiloma humano, HPV (Waggoner, 2003). 
Este es un virus de DNA, sin envoltura que tiene un genoma circular de 8000 pares de 
bases (Figura 1), el cuál se puede dividir en tres regiones: una región regulatoria no 
codificante, una región temprana (se encuentran los genes que codifican para las 
proteínas E1, E2, E4-E7) y una región tardía (contiene los genes que codifican las 
proteínas de la cápside, L1 y L2) (Muñoz et al. 2006). Hay más de 200 tipos de HPVs, los 
cuales se dividen en HPV de bajo riesgo (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81) y de alto 
riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 69, 82) (Tsikouras et al. 2016). 
Mientras que los de bajo riesgo, HPV6 y HPV11, generan el 90% de las verrugas 
anogenitales; los de alto riesgo son responsables de tumores anogenitales, neoplasias 
intraepiteliales y cáncer invasor; donde HPV16 y HPV18 son los tipos más prevalentes 
(Schiffman et al. 2007). 
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Figura 1: Organización del genoma del Virus del Papiloma Humano. 
Representación de la organización del genoma circular, de aproximadamente 8000 pares 
de bases, del virus del papiloma humano (HPV). Este genoma se divide principalmente 
en tres regiones: una región regulatoria no codificante (URR), una región temprana donde 
se encuentran los genes que codifican para las proteínas E1, E2, E4-E7 y una región 
tardía que contiene los genes que codifican las proteínas estructurales de la cápside, L1 
y L2. Imagen adaptada de (Muñoz et al. 2006). 
 
La infección del epitelio escamoso estratificado o la mucosa, por HPV, implica que este 
penetra, alcanzando e infectando las células del epitelio que se encuentran en la capa 
basal. Una vez en la célula, las proteínas E6 y E7 interactúan con diferentes proteínas 
celulares como p53 y pRb respectivamente, provocando la proliferación, inmortalización 
y transformación de las células (Muñoz et al. 2006. En la Figura 2 se esquematiza el 
proceso de infección por HPV del epitelio cervical. (Frazer, 2004) 
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Figura 2: Ciclo infectivo del HPV en el epitelio estratificado escamoso cervical. 
A la izquierda se indican las diferentes capas del epitelio cervical. Para el establecimiento 
de la infección viral, éste debe infectar las células basales del epitelio y expresar las 
proteínas virales no estructurales (E1, E2, E4-E7). La replicación viral se lleva a cabo en 
las células suprabasales ubicadas en la capa escamosa y se vincula con el proceso de 
diferenciación epidérmica. La presencia del virus causa anormalidades morfológicas en 
el epitelio como coilocitosis, la cual corresponde a una célula epitelial escamosa 
superficial o intermedia que presenta cambios en su núcleo y citoplasma, además pierde 
su forma pasando a ser redonda u ovoide (Lowy & Schiller, 2006). Imagen adaptada de 
(Frazer, 2004) 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    
Los tipos más comunes de cánceres cervicouterino son el adenocarcinoma y el 
carcinoma de células escamosas, este último se origina en las células del exocérvix y el 
adenocarcinoma en las células glandulares que producen la mucosidad en el endocérvix 
(American Cancer Society, 2014). Estas células se encuentran en la denominada zona 
de transformación, donde usualmente ocurre este tipo de cáncer (Schiffman et al. 2007). 
En ambos tipos de cánceres cervicouterino se ha encontrado una mayor prevalencia del 
HPV 16 y HPV 18; donde el carcinoma de células escamosas es atribuido en un 70% a 
14 
 
estos tipos de virus y el adenocarcinoma en un 86% (Muñoz et al. 2006). Además, HPV 
16 se ha detectado en el 55% de los casos de cáncer cervicouterino invasivo y HPV 18 
en el 12.8% (Stanley, 2010); lo cual enfatiza que son los tipos de virus más 
carcinogénicos.  
Las lesiones precursoras del cáncer cervicouterino se denominan Neoplasia Intraepitelial 
(NIE). Estas se clasifican según el grado de displasia presente en el epitelio; cuando la 
alteración se encuentra en el tercio basal del epitelio se trata de una displasia leve (NIE 
I), si se compromete aproximadamente los dos tercios basales del epitelio, es una 
displasia moderada (NIE II), y cuando se abarcan más de los dos tercios del epitelio, pero 
no la totalidad, se clasifica como displasia avanzada (NIE III). Cuando se compromete la 
totalidad del epitelio se trata de un Carcinoma In Situ y finalmente se habla de un Cáncer 
Invasivo cuando el tumor invade sitios distantes como se observa en la Figura 3 (Stanley, 
2010; Lowy & Schiller, 2006). El Carcinoma in situ no ocurre hasta aproximadamente 5 
años después de la infección, y en los 10 años siguientes podría avanzar a un cáncer 
invasor (Lowy & Schiller, 2006). Cuando un paciente es diagnosticado con carcinoma 
invasor, éste se clasifica según la Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia 
(F.I.G.O), dependiendo de la progresión de la enfermedad, en cuatro etapas (Waggoner, 
2003; Tsikouras et al. 2016): estadio I donde el carcinoma se limita al cuello uterino; 
estadio II el carcinoma ya se extiende más allá del cuello uterino pero sin llegar a la pared 
pélvica; estadio III se logra extender a la pared pélvica y estadio IV cuando el tumor se 
extiende fuera de la pelvis. 
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Figura 3: Diagrama de la progresión del cáncer cervicouterino. 
De izquierda a derecha se distingue un epitelio normal, sin lesiones, ordenado, 
estratificado; y un tejido afectado en diferentes grados dependiendo de la neoplasia. NIE 
I (neoplasia intraepitelial grado I) corresponde a una lesión leve que afecta el primer tercio 
de la capa basal del epitelio, NIE II (neoplasia intraepitelial grado II) una lesión moderada 
que se extiende desde la capa basal a la capa intermedia, NIE III (neoplasia intraepitelial 
grado III) la lesión es avanzada y se extiende hasta la superficie del epitelio y finalmente 
un carcinoma invasor donde el tumor invade otros sitios distantes. Imagen adaptada de 
(Woodman et al. 2007) 
 
El tratamiento de esta enfermedad va a depender de varios factores como la edad del 
paciente, su condición de salud, que tan avanzado se encuentra el cáncer o el tamaño 
del tumor. Dentro de los tratamientos más comunes se encuentran la cirugía, 
radioterapia, quimioterapia y terapias dirigidas. En pacientes con una metástasis limitada 
la supervivencia a largo plazo se puede alcanzar con una cirugía o terapia de radiación; 
mientras que, la quimioterapia es la única opción en pacientes con una metástasis 
avanzada. (Barra et al. 2017) 
La radioterapia corresponde a la exposición a rayos X sobre la zona afectada con la 
finalidad de dañar y/o eliminar las células tumorales; las dosis van a depender de la zona 
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donde se aplique la terapia y el tamaño del tumor (MINSAL, 2010). Por otro lado, la 
quimioterapia, consiste en la administración de drogas con la capacidad de generar un 
efecto citotóxico en las células que se dividen rápidamente, donde la droga de primera 
línea es el cisplatino en dosis de 40 mg/m2 (MINSAL, 2010). Existen también otros 
agentes que tienen actividad como: paclitaxel, topotecan, irinotecan, pemetrexed; donde 
la combinación de cisplatino con estos agentes ha mejorado la tasa de respuesta y 
calidad de vida, pero no mejora la supervivencia promedio. Además, el uso de una terapia 
combinada presenta una toxicidad mayor en los pacientes (Yu & García, 2015).  
 
La terapia dirigida aplicada en el cáncer cervicouterino tiene como objetivo bloquear la 
angiogénesis (crecimiento de vasos sanguíneos en los tumores) con el inhibidor del factor 
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), bevacizumab (Tewari et al. 2014). Su uso en 
cáncer cervicouterino fue aprobado en agosto del 2014 (Yu & García 2015, Barra et al. 
2017).  
 
Estos tratamientos agresivos logran eliminar parte del tumor, pero en la mayoría de los 
estadios avanzados se genera recurrencia o recidiva tumoral. Los actuales tratamientos 
pueden producir curas entre un 80-90% de las mujeres que se encuentran en estadios 
tempranos I y II, mientras que en mujeres con un estadio más avanzado el pronóstico va 
entre un 10-30% de supervivencia a 5 años (Yu & García, 2015). Además, dentro de los 
tratamientos actuales existen efectos secundarios importantes que afectan 
principalmente la calidad de vida del paciente, tales como, cansancio, problemas 
estomacales, diarrea, náuseas, vómitos, cambios en la piel, pérdida del apetito, caída del 
cabello, úlceras en la boca, entre otros (American Cancer Society, 2016). Es por esto que 
existe la necesidad de desarrollar nuevas terapias eficientes contra el cáncer. 
 
3.2 RNAs no codificantes (ncRNAs) y cáncer cervicouterino 
Las moléculas de RNA que no codifican proteínas se conocen como RNAs no 
codificantes (ncRNAs) (Gutschner & Diederichs, 2012). Estos se dividen en RNAs no 
codificantes pequeños, con un tamaño menor a 200 nucleótidos, y RNAs no codificantes 
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largos, mayores a 200 nucleótidos. Dentro de los RNAs no codificantes pequeños se 
pueden encontrar entre otros: microRNAs (miRNAs) (He & Hannon, 2004), RNAs 
pequeños de interferencia (siRNAs) (Carthew & Sontheimer, 2009) y PIWI-RNAs 
(piRNAs) (Siomi et al. 2011). 
Por otro lado, los RNAs no codificantes largos (lncRNAs) están involucrados en diferentes 
funciones celulares y moleculares (Gutschner & Diederichs, 2012); tales como: 
modificación de la cromatina, regulación transcripcional y regulación post-transcripcional, 
entre otras. (Esteller, 2011) 
LncRNAs asociados a cáncer cervicouterino: 
1.- HOTAIR (Hox transcript antisense intergenic RNA), corresponde a un LncRNA de 
2.158 bases, el cual se ha encontrado altamente expresado en diferentes tipos de cáncer, 
tales como: colon, mama, páncreas, pulmón y cervicouterino (Huang et al. 2014). 
Diferentes estudios han determinado que los niveles de expresión de HOTAIR se 
relacionan directamente con la progresión de la enfermedad, es decir, en un cáncer 
metastásico la expresión de este LncRNA aumenta considerablemente (Gupta et al. 
2010; Ishibashi et al 2013; Xu et al 2013). Mientras que estudios donde se disminuye la 
expresión de HOTAIR, han demostrado que este LncRNA podría tener un rol directo en 
la progresión del cáncer, ya que, inhibe la invasión y proliferación celular, se modifica el 
ciclo celular e induce apoptosis (Huang et al. 2014; Xu et al 2013). Aunque existe 
evidencia de la relación HOTAIR-cáncer, en humanos, el mecanismo molecular por el 
cual se promueve el desarrollo del tumor y la metástasis aún no se conoce 
completamente. (Huang et al. 2014) 
 
2.-MEG3 (Maternally expressed gene 3) este LncRNA es un supresor de tumores que se 
encuentra expresado en tejidos normales y a su vez se ve regulado negativamente en 
varios tipos de cáncer, lo que sugiere que la pérdida de MEG3 contribuye al desarrollo 
del tumor (Qin et al. 2013; Zhou et al. 2012). Así, estudios enfocados en la re-expresión 
de MEG3 in vitro han demostrado que este inhibe la proliferación, induce apoptosis e 
inhibe el crecimiento independiente de anclaje de las células tumorales (Wang et al 2012; 
Zhang et al 2010, Zhou et al. 2012). 
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Qin et al. 2013 demostró que los niveles de expresión de MEG3 en tejidos normales de 
cérvix son altos, pero en cáncer cervicouterino estos niveles son bajos o indetectables y 
además que la sobreexpresión de este LncRNA en líneas celulares tumorales de cáncer 
cervicouterino promueve la muerte celular vía apoptosis e induce un arresto del ciclo 
celular en G2/M.  
 
3.3 RNAs mitocondriales no codificantes (ncmtRNAs)  
Las mitocondrias poseen su propio genoma, el DNA mitocondrial (mtDNA), su estructura 
y organización genética es altamente conservada, y corresponde a una molécula de 
doble hebra circular. En humanos el genoma mitocondrial es de 16.569 pares de bases, 
codifica dos RNAs ribosomales, 12S y 16S; 22 RNAs de transferencia y 13 polipéptidos 
(Anderson et al. 1981). En el mtDNA se distinguen dos hebras según su composición 
G+T que permite diferenciar de acuerdo a su densidad en dos hebras, pesada (H) y 
liviana (L). La hebra H codifica los dos RNAs ribosomales (16S y 12S), 14 RNAs de 
transferencia y 12 polipéptidos, mientras que, la hebra L codifica para 8 RNAs de 
transferencia y un polipéptido. Las 13 proteínas son parte del complejo enzimático del 
sistema de fosforilación oxidativa. (Taanman, 1998) 
 
En nuestro laboratorio se ha identificado una familia de RNAs no codificantes de origen 
mitocondrial. El primero en ser descrito, corresponde a un transcrito no codificante 
mitocondrial que contiene un invertido repetido (IR) unido al extremo 5’ del RNA ribosomal 
mitocondrial 16S (16S mtrRNA), denominado RNA mitocondrial no codificante sentido 
(SncmtRNA) (Villegas et al. 2007). Posteriormente, se identificaron dos transcritos los 
cuales contienen un invertido repetido unido al extremo 5’ del RNA antisentido del 16S 
mtrRNA, denominados RNAs mitocondriales no codificantes antisentido (ASncmtRNA-1, 
ASncmtRNA-2). Tanto el transcrito sentido como los antisentidos poseen una estructura 
tallo-asa. El SncmtRNA tiene un invertido repetido de 820 nucleótidos y un asa de 40 
nucleótidos, mientras que el ASncmtRNA-1 posee un invertido repetido de 315 
nucleótidos y un asa de 96 nucleótidos, y el ASncmtRNA-2 posee un invertido repetido 
de 548 nucleótidos y un asa de 450 nucleótidos, Figura 4. (Burzio et al. 2009) 
19 
 
 
 
Figura 4: Modelo del origen de los ncmtRNAs y representación esquemática de los 
SncmtRNA y ASncmtRNA. 
En A) se observa un esquema del genoma mitocondrial con la hebra pesada y liviana que 
van a originar los transcritos sentido del RNA ribosomal 16S (rojo) y antisentido (azul), 
respectivamente. B) Se observan los transcritos sentido y antisentidos, donde en color 
rojo se ilustran los segmentos provenientes de la hebra sentido del RNA ribosomal 16S 
mitocondrial y en color azul los provenientes de la hebra antisentido. Imagen adaptada 
(Burzio et al. 2009; Taanman, 1998). 
 
3.4 Expresión de SncmtRNA y ASncmtRNAs en tejidos 
Mediante hibridación in situ se estableció un patrón de expresión diferencial de estos 
transcritos: en células proliferativas normales, tejidos humanos normales, células de 
líneas tumorales y biopsias tumorales; se determinó la expresión del SncmtRNA (Villegas 
et al. 2007; Burzio et al. 2009). En cambio, los ASncmtRNAs, solo se detectan en tejidos 
normales en proliferación y no se detecta su expresión en células y tejidos tumorales 
(Burzio et al. 2009). Sin embargo, en células normales no proliferativas como neuronas, 
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células musculares y hepáticas, estos transcritos (SncmtRNA o ASncmtRNA) no son 
detectables. Por otro lado, la expresión de estos transcritos puede ser inducida mediante 
la estimulación con fitohemaglutinina (PHA), agente mitogénico (Diaz et al. 1999), lo cual 
sugiere que su expresión se relaciona con proliferación celular (Villegas et al. 2007). En 
resumen, respecto a la expresión de estos transcritos, según el estado proliferativo de la 
célula, se ha determinado tres patrones de expresión, tal como se observa en la Figura 
5: A) células proliferativas o tejidos normales expresan ambos RNAs (SncmtRNA y 
ASncmtRNAs), B) en líneas tumorales celulares o biopsias de tumores se expresa el 
SncmtRNA y la expresión de  los ASncmtRNAs  es muy baja o nula y C) células o tejidos 
en reposo estos transcritos no se detectan.  
 
Figura 5: Patrón de expresión diferencial de los RNAs no codificantes 
mitocondriales según el estado proliferativo de la célula. 
A) En tejidos normales se observa la expresión de ambos transcritos. B) En tejidos 
tumorales solo es expresado el SncmtRNA. C) En linfocitos en reposo no se observa 
expresión de ambos RNAs (-PHA), luego de la estimulación con PHA (+PHA) se observa 
marca para ambos transcritos. Imagen adaptada (Burzio et al. 2009).  
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3.5 Regulación negativa de los ASncmtRNAs como potencial blanco para terapia contra 
el cáncer cervicouterino. 
Como se indicó anteriormente, células normales proliferativas expresan ambos 
transcritos (SncmtRNA, ASncmtRNAs) y en células tumorales el ASncmtRNA se ve 
regulado negativamente. En consecuencia, hemos propuesto que este transcrito podría 
tener una función como supresor de tumor codificado en la mitocondria (Vidaurre et al. 
2014). Pero al probar nuestra hipótesis transfectando líneas celulares tumorales con 
oligonucleótidos antisentidos (ASOs) dirigidos contra los ASncmtRNAs se generó una 
inhibición en la proliferación, además de apoptosis mediante activación de la vía de las 
caspasas y fragmentación de DNA, entre otros (Vidaurre et al. 2014). Estudios 
cualitativos y cuantitativos previos, del patrón de expresión de ambos RNAs (SncmtRNA 
y ASncmtRNA) en biopsias de neoplasias intraepiteliales cervicales (NIE I-III) y 
carcinoma invasor han mostrado la baja expresión solo de los ASncmtRNA (Villegas et 
al. 2013; Dadlani et al. 2016), lo que sugiere fuertemente el uso del ASncmtRNA como 
un marcador en neoplasias cervicales y además constituir un potencial blanco de terapia 
según el mecanismo propuesto por Vidaurre et al. 2014.  
 
Por otro lado, estudios preliminares llevados a cabo en nuestro laboratorio analizando el 
efecto de la terapia antisentido, utilizando ASO complementario al ASncmtRNA, en 
cultivos primarios de cáncer cervicouterino avanzado establecieron que el tratamiento 
tiene un efecto citotóxico sobre las células tumorales, y además que este es selectivo y 
seguro, ya que no afecta las células normales, pero sí a las tumorales.  (Ávila, 2013) 
Por otro lado, en el estudio del efecto in vivo de la terapia en modelos singénicos 
utilizando líneas celulares de melanoma y cáncer renal murino, se observó que se inhibe 
el crecimiento tumoral y la metástasis, a través de la disminución de los niveles de 
factores de sobrevivencia e invasivos. (Lobos et al. 2016, Borgna et al. 2017) 
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3.6 Modelos in vivo para evaluar la terapia antisentido. 
Los modelos ampliamente utilizados en cáncer son los modelos murinos. Los primeros 
modelos se realizaban a través del trasplante de tumores murinos en un ratón hospedero 
inmunocompetente; estos modelos “ratón en ratón” o singénicos fueron ampliamente 
utilizados durante los años 1960-1970 y permitieron identificar la citotoxicidad de varias 
drogas. La principal ventaja de estos modelos es que el tumor y el estroma son de la 
misma especie, lo que a su vez es una desventaja ya que carece de la complejidad de 
los tumores humanos (Day et al. 2015). En los 80’s para estudiar el mecanismo de 
metástasis se utilizaban ratones y líneas celulares tumorales donde la inyección debe ser 
sitio específica, estableciéndose así los modelos ortotópicos tanto para células y tumores. 
A partir de esto se han desarrollado los modelos xenoinjerto (entre especies distintas) 
derivados de células (CDXs) donde el tumor se establece luego de una inyección 
subcutánea con células humanas de cáncer en ratones inmunosuprimidos. 
Desafortunadamente los modelos CDXs han fallado en la predicción de la eficacia en el 
desarrollo de nuevas terapias, pero sirven para identificar la citotoxicidad de agentes que 
no son blanco terapéutico y como un ensayo preliminar en la toxicidad de una nueva 
droga. (Day et al. 2015, Talmadge et al. 2007) 
Los modelos PDX (xenoinjerto derivado de paciente) son de especial interés, debido a 
que se basan en el implante de un tumor extraído directamente de un paciente en ratones 
inmunosuprimidos (Siolas & Hannon, 2013). Los tumores pueden ser implantados en 
forma heterotópica u ortotópica; donde un implante heterotópico se realiza en forma 
subcutánea y permite un mejor monitoreo del crecimiento del tumor y un implante 
ortotópico se realiza directamente en el órgano de interés, lo que permite imitar de mejor 
forma el tumor humano si se compara un perfil de expresión de genes e histología. 
Además, los modelos ortotópicos son más susceptibles a generar metástasis que los 
modelos heterotópicos. (Siolas & Hannon, 2013) 
Así el establecimiento de este modelo permite desarrollar varias generaciones de ratones 
a partir de un tumor madre como se observa en la Figura 6, lo cual produce una expansión 
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del tumor y un número mayor de animales para poder comenzar una terapia con grupos 
bien definidos. 
 
Figura 6: Representación gráfica de un modelo xenoinjerto derivado de paciente 
(PDX). 
Desde un paciente se obtiene un tumor fresco y luego se implanta en ratones 
inmunosuprimidos (primera generación, F0), donde aproximadamente en 30 días se 
observa crecimiento tumoral. Posteriormente se expande a segunda generación (F1), en 
20 días se puede observar el volumen tumoral necesario (1000-1500 mm3) para expandir 
a una tercera generación (F2) para así en 15 días en la F3 poder iniciar el tratamiento y 
estudiar su efecto. Imagen adaptada (Stebbing, J et al. 2014). 
 
Se han desarrollado modelos PDX en neoplasias ginecológicas (Scott et al. 2014) tales 
como: cáncer de ovario (Scott et al. 2013) y cáncer cervicouterino, para estudiar su 
biología, tratamientos, aplicaciones y posibles limitaciones. Específicamente en cáncer 
cervicouterino se han utilizado modelos PDX con implantaciones exitosas, tanto 
subcutáneas como ortotópicas, independiente del tipo de virus de papiloma humano, de 
las características patológicas del paciente o la histología del tumor. Este modelo permite 
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realizar investigaciones más específicas en la respuesta inmune y potenciales terapias 
debido a la precisión con que se reflejan las características histológicas y moleculares del 
tumor del paciente (Chaudary et al. 2012, Scott et al. 2014). 
Así, el modelo PDX, por sobre otros modelos in vivo existentes, posee ventajas que 
permiten estudiar, por ejemplo: la eficacia de una terapia, la capacidad de mantener las 
características tumorales, la relación células y estroma, como si se encontrara creciendo 
en un paciente; que el tumor se puede expandir e implantar en otros ratones; y se puede 
evaluar la actividad de una droga. Por otro lado, el tumor implantado de una F1, F2, etc. 
al ser comparado con el tumor proveniente del paciente, por diferentes aproximaciones, 
posee una semejanza casi perfecta entre ellos (Li, 2015). En relación a la respuesta 
clínica en pacientes, estudios en modelos PDX aseguran entre un 80-90% de efectividad 
en predecirla (Hidalgo et al. 2011, Rosfjord et al. 2014). 
Como aún existe una alta incidencia del cáncer cervicouterino en el mundo y las terapias 
actuales son agresivas y poco efectivas en estadios avanzados, existe la necesidad de 
desarrollar una terapia que sea efectiva en estadios avanzados de la enfermedad y que 
no impacte tanto en la calidad de vida del paciente. Debido a la regulación negativa de 
los ASncmtRNAs y los efectos que provoca su interferencia en modelos in vitro e in vivo, 
en este trabajo se propone el establecimiento de un modelo PDX portador de cáncer 
cervicouterino avanzado, el cual posee la propiedad de mantener las características 
histológicas y moleculares del tumor de un paciente y en consecuencia evaluar la eficacia 
de la interferencia de los ASncmtRNAs a través del uso de oligonucleótidos para el 
tratamiento del cáncer cervicouterino avanzado. 
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4. Hipótesis  
La interferencia de los ASncmtRNAs a través del uso de oligonucleótidos es una terapia 
efectiva para el tratamiento del cáncer cervicouterino avanzado en modelos xenoinjerto 
derivado de pacientes (PDX). 
 
4. Objetivos    
4.1 Objetivo General  
Establecer modelos PDX portadores de cáncer cervicouterino avanzado y evaluar la 
eficacia antitumoral de la terapia antisentido. 
 
4.2 Objetivos Específicos  
1) Establecer primera y segunda generación de modelos xenoinjerto derivados de 
pacientes (PDX) portadores de cáncer cervicouterino avanzado.  
 
2) Evaluar la presencia de HPV en biopsias provenientes de pacientes y modelos 
PDX (primera, segunda generación). 
 
3) Evaluar el efecto in vivo de la terapia antisentido basada en oligonucleótidos en 
la segunda generación del modelo PDX establecido. 
4) Caracterizar biopsias, pre y pos tratamiento, mediante el uso de marcadores 
tumorales por Inmunohistoquímica y Western Blot. 
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5. Materiales y métodos 
5.1 Establecimiento de primera y segunda generación de modelos xenoinjerto 
derivados de pacientes (PDX) portadores de cáncer cervicouterino avanzado. 
5.1.1 Obtención de la biopsia 
 
En la Fundación Arturo López Pérez (FALP), previo consentimiento informado de la 
paciente, las biopsias fueron extraídas durante cirugía y transferidas inmediatamente a 
un frasco estéril, conteniendo medio de transporte (DMEM GlutaMAXTM (GIBCO), Suero 
Fetal Bovino 10% (Biological Industries), antibiótico – antimicótico 2x (GIBCO) y 
gentamicina 50 mg/ml (Invitrogen)). El tiempo transcurrido desde la obtención de la 
biopsia y su procesamiento no fue superior a 3 horas. 
 
5.1.2 Establecimiento de la primera generación, F0. 
 
Para establecer la primera generación (F0) de los modelos PDXs, las biopsias fueron 
cortadas en pequeños trozos de aproximadamente 50 mm3, con bisturí en una placa 
Petri de 60 mm (NUNC®) en presencia de cloruro de sodio 0,9% (FRESENIUS KABI).  
 
Dependiendo del tamaño de la biopsia original, esta fue dividida en tres para ser usada 
en: 
1. Implante ortotópico (OT), intraperitoneal (IP) y/o subcutáneo (SC) en un ratón.  
2. Fijación en formalina 10% tamponada a pH 7.2-7.4 para cortes histológicos. 
3. Almacenamiento a -80°C en criotubos (NUNC®) congelados en nitrógeno líquido. 
Para posterior análisis mediante western blot, PCR y criopreservación. 
 
Cabe destacar que el número de trozos obtenidos dependió netamente del tamaño inicial 
de la muestra, en situaciones ideales alcanzó para todo lo mencionado anteriormente y 
en otros casos solo se logró un tipo de implante inicial y criopreservación. 
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Para el procedimiento de implante, se anestesió un ratón NOD/SCID hembra de 7 
semanas de vida (20 – 22 g de peso) con un cocktail de Ketamina 10% (CENTROVET) 
/Xilacina 2% (Richmond) (10 µl por cada 1 g de peso del animal). La administración de 
la anestesia (200 -220 µl) se realizó vía intraperitoneal con una jeringa de tuberculina 
27,5G (BD Plastipak TM). 
El tumor fue implantado en la F0 de forma: ortotópica, subcutánea y/o intraperitoneal 
según lo descrito en Scott et al. 2014. Para el implante ortotópico en la parte baja del 
abdomen del ratón se aplicó Clorhexidina Gluconato 2% (DifemPharma) y se realizó una 
incisión con una tijera fina con el fin de exponer el cérvix e implantar un trozo de tejido 
tumoral de aproximadamente 50mm3. En el implante intraperitoneal, se aplicó 
clorhexidina gluconato 2% en el abdomen y se realizó la incisión con el fin de implantar 
el tumor de manera retrohepática. Finalmente, la capa muscular en ambos implantes se 
suturó con sutura interna absorbible USP de 5/0 y la piel, con no más de 2 puntos, con 
sutura quirúrgica de seda, trenzada, recubierta no absorbible USP de 5/0. Para el 
implante subcutáneo, se aplicó clorhexidina gluconato 2% en el lomo del ratón y se realizó 
una incisión en la piel formando una especie de bolsillo donde se implantó el tumor. La 
piel fue suturada de la forma descrita anteriormente. 
Posteriormente se administraron 100 µl de ketoprofeno (5mg/kg peso) (Ehlinger) y se 
dejó el ratón en su respectiva jaula. 
5.1.3 Establecimiento de la segunda (F1) y/o tercera (F2) generación subcutánea 
del modelo PDX. 
 
A partir de la F0, se realizó en 6-10 ratones una segunda generación subcutánea (F1 
SC) cuando, en el implante intraperitoneal y ortotópico se observó un 20-30% más de 
volumen abdominal que en un ratón normal o un volumen de 1000 – 1500 mm3 en el 
implante subcutáneo. Para el caso del establecimiento de una tercera generación (F2 
SC) se esperó un volumen no superior a 1000 -1500 mm3 en el tumor implantado en F1 
y se realizó expansión a 10 ratones. 
Se realizó una cirugía terminal para el ratón de la F0 o F1 dependiendo del estado del 
PDX, por lo que se administró una sobredosis del cocktail Ketamina10%/Xilacina 2% y 
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se realizó una incisión en la zona del tumor para extraerlo y procesarlo. La anestesia, 
procesamiento e implante del tumor se realizó según lo descrito en 5.1.2. 
 
5.2 Evaluación de la presencia de HPV en biopsias provenientes de pacientes y 
tumores extraídos de los modelos PDX (primera y segunda generación) mediante 
PCR. 
 
5.2.1 Extracción y cuantificación de DNA. 
 
Una porción pequeña de tejido tumoral guardado en nitrógeno líquido a -80 °C (ver 5.1.2), 
del tumor original y/o extraídos de los implantes en cada generación; fueron sometidos 
a acción mecánica con un martillo, homogeneizados con 1000 µl de Trizol® (Ambion) e 
incubados por 15 minutos a 37 °C. Luego se agregaron 500 µl de cloroformo isoamílico 
(24:1) (Merck) y se mezcló vigorosamente en vortex. Se centrifugó a 12.000 rpm por 5 
minutos a 4 °C y se rescató la fase acuosa, a la cual se agregó 2 volúmenes de etanol 
100% (Merck) y 1/10 volumen de acetato de sodio 3M (Merck). Luego se incubó a -80°C 
por 30 minutos y posteriormente se centrifugó a 12.000 rpm por 30 minutos a 4°C. Se 
descartó el sobrenadante y el sedimento se lavó con 500 µl etanol 70% frío (Merck), se 
centrifugó a 12.000 rpm por 5 minutos a 4°C. Este paso se repitió dos veces. Finalmente, 
el sedimento se dejó secar a temperatura ambiente y se resuspendió en 100 µl de agua 
libre de nucleasas (Promega). El DNA obtenido se cuantificó por espectrofotometría 
obteniendo la razón 260/280 del DNA en el equipo EPOCH (BioTek®). 
Las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta ser utilizadas. 
 
5.2.2 Amplificación genómica mediante reacción de polimerasa en cadena (PCR). 
 
La reacción de PCR se llevó a cabo en el termociclador PTC-100TM (MJ Research) en 
un volumen final de 50 µl. La mezcla de la reacción se realizó de la siguiente forma: 10 
µl de Tampón Green Go Taq® Flexi (5X) (Promega), 3 µl de MgCL2 (25 mM) (Invitrogen), 
1.5 µl dNTP’s (10 nM) (Invitrogen), 1 µl Partidor Reverse (50 µM), 1 µl Partidor Forward 
(50 µM), 32 µl H2O libre de nucleasas, 2 µl  DNA (50 ng/µl) y 0.5 µl de Go Taq® Flexi 
DNA Polimerasa (5U/µl) (Promega). 
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El programa PCR que se utilizó consistió en un ciclo inicial de desnaturalización a 94 °C 
por 5 minutos, seguido de 26 ciclos compuesto de 1 minuto de desnaturalización a 94 
°C, apareamiento a 57 °C y polimerización a 72 °C, y sin extensión final.  
Los productos PCR generados fueron analizados en geles de agarosa al 2% (Winkler) 
pre teñidos con Gel Red (Biotium) en cámara de luz ultravioleta. Se utilizó el estándar de 
DNA de 100 pb (Thermo Scientific) 
Tabla 1: Partidores para genotipificación de HPV. 
 
 
Partidor 
 
Secuencia partidor (5’-3’) 
 
Genotipo 
 
Posición genómica 
 
Tamaño  
 
E7.18 
(f)ATGCATGGACCTAAGGCAAC 
(r)GAGTCGCTTAATTGCTCGTG 
 
HPV 18 
 
E7 
 
101 pb 
 
E6.18 
(f) GATCTGTGCACGGAACTGAA 
(r) AATGCAAATTCAAATACCTC 
 
HPV 18 
 
E6 
 
101 pb 
 
E6.16 
(f) ATGCACAGAGCTGCAAACAA 
(r) AATCCCGAAAAGCAAAGTCATAT 
 
HPV 16 
 
E6 
 
104 bp 
 
E7.16 
(f) GAAACCCAGCTGTAATCATGC 
(r) ATTTAATTGCTCATAACAGTAGAG 
 
HPV 16 
 
E7 
 
104 pb 
 
E6/E7  
(f)GGACAGTACCGAGGGCAGTGTA 
(r)CCGGGGTCCATGCATACTTAT 
 
HPV45 
 
E6/E7 
 
107 pb 
 
E6/E7  
(f)GTCGACAGGACGTTGCATAG 
(r)GGTCAGTTGCCTCAGGTTGCA 
 
HPV 31 
 
E6/E7 
 
124 pb 
 
E6/E7  
(f)GGGAAAGGCACGCTTCATAAA 
(r)TGTCCACCTTGTCCACCTCATC 
 
HPV 11 
 
E6/E7 
 
190 pb 
*(f) partidor forward o sentido y (r) partidor reverse o antisentido. 
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5.3 Administración y evaluación del efecto in vivo de la terapia antisentido basada 
en oligonucleótidos a la segunda y tercera generación de los modelos PDX 
establecidos. 
 
En la F1 y F2 para administrar la terapia antisentido, se armaron, en ciego y 
aleatoriamente, dos grupos de 5 animales cada uno. Los grupos fueron denominados 
Andes 1537S y Andes-NR.  
Pos cirugía, se esperaron 2-5 días para iniciar la administración vía intraperitoneal, día 
por medio, de 10 dosis 1 µg/µl de Andes 1537S y Andes-NR respectivamente. Además, 
día por medio, los grupos fueron monitoreados realizando medición del tumor con un pie 
de metro digital para calcular el volumen según la fórmula: 
V=π/6 (ab2), donde a: diámetro más largo y b: diámetro más corto del tumor. 
Una vez finalizada la administración de dosis se realizó eutanasia y necropsia completa 
para observar si existen focos metastásicos en los animales. Los tumores provenientes 
de la F1 fueron procesados para nuevo implante, corte histológico y criopreservación; en 
cambio, los provenientes de la F2 solo se procesaron para corte histológico y 
criopreservación. Cabe destacar que para la F2 las dosis fueron de 0.5 µg/µl y se esperó 
que los animales alcanzaran un volumen máximo de 1000 mm3 para realizar eutanasia 
y necropsia completa.  
Por otro lado, cuando se repitió el ensayo reimplantando el tumor congelado de la F0 y 
se realizó terapia en la F2, se administró en un grupo solución salina (control) y otro 
grupo recibió dosis de Andes 1537S (1 µg/µl). Además, en este caso la administración 
de dosis comenzó 13 días post cirugía. Se esperó que los animales alcanzaran un 
volumen máximo de 1000-1500 mm3 para realizar eutanasia y necropsia completa. 
Cabe destacar que en ambas F2 se realizó un análisis de sobrevida, ya que a medida 
que los animales alcanzaban un volumen ético permitido entre 1000-1500 mm3 se iba 
realizando la eutanasia correspondiente. 
El análisis estadístico de los volúmenes tumorales se realizó con el programa GraphPad 
Prism 5.0 mediante un análisis ANOVA múltiple de dos colas y un test de comparaciones 
múltiples, Turkey. (Rosenkranz, 2016) 
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5.4 Caracterización de biopsias, pre y pos interferencia de los ASncmtRNAs, a 
través del uso de marcadores tumorales por Inmunohistoquímica. 
El tumor proveniente del paciente y los tumores de las diferentes generaciones PDX se 
caracterizó mediante Inmunohistoquímica a través del uso de marcadores tumorales de 
proliferación (PCNA y Ki67), antiapoptóticos (Survivina), de angiogénesis (CD31) y 
epiteliales (Citoqueratina 17).  
Los tejidos fueron fijados en formalina 10% tamponada pH 7.2-7.4 (ver 5.1.2) y fueron 
procesados por Tecnólogos Médicos en el Hospital Dr. Luis Tisné Brousse.  
De los cortes embebidos en parafina se obtuvieron secciones de 5 µm que fueron 
colocadas en portaobjetos cargados (Thermo). Previo a realizar la técnica de 
inmunohistoquímica, los cortes fueron analizados y nuevamente diagnosticados por un 
anatomopatólogo. 
Los tejidos fueron desparafinados e hidratados en una batería de xilol (Winkler) y etanol 
según lo descrito en Dadlani et al. (2016), para posteriormente ser permeabilizados con 
Target Retrieval Solution (DAKO) por 20 minutos a baño maría. Luego la peroxidasa 
endógena fue bloqueada con solución de bloqueo 3%  de peróxido de hidrógeno (Merck) 
por 10 minutos y se realizó un lavado con PBS (Winkler). Posteriormente las uniones 
inespecíficas fueron bloqueadas con una solución de Suero Cabra 2% (KPL), Triton x-
100 0.3% (SIGMA) en PBS 1x por 30 minutos. Luego los cortes fueron incubados a 4 °C, 
por 12 horas, con anticuerpo primario en una cámara húmeda según la Tabla 2 . 
Finalizada la incubación, se lavó con PBS y se incubó con anticuerpo secundario 
conjugado a peroxidasa (ROCKLAND) en un dilución 1:500 por 1 hora a temperatura 
ambiente. La detección colorimétrica se realizó con DAB substrate kit (Abcam) por 10 
minutos y la contratinción con Constrast Blue (KPL). Finalmente los cortes fueron 
montados con medio de montaje Entellan (Merck) y se observaron al microscopio 
Olympus BX53. Las fotografías fueron tomadas con el programa Q-Capture Pro y se 
considerará positivo desde una tinción menor al 10% de las células hasta una tinción 
superior al 50%  y solo se considerará negativo si no hay tinción (DeRycke et al. 2009 , 
Rizzardi et al. 2012). 
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Tabla 2: Anticuerpos utilizados para la caracterización por inmunohistoquímica. 
 
Anticuerpos  Dilución Origen Marca 
PCNA 1:200 Conejo Abcam 
Survivina 1:100 Conejo R&D 
Ki67 Prediluido Conejo Abcam 
CD31 1:100 Conejo Abcam 
Citoqueratina 17 1:100 Conejo Abcam 
Rabbit 1:500 Cabra Rockland 
 
 
5.5 Caracterización del patrón de expresión de proteínas en biopsias pre y pos 
interferencia de los ASncmtRNAs por técnica de Western Blot.  
 
5.5.1 Extracción y cuantificación de proteínas. 
 
El tumor del paciente y los extraídos de los animales de las diferentes generaciones (ver 
5.1.2) fue utilizado para evaluar pre y pos administración de la terapia el patrón de 
expresión de Survivina, Ki67, PCNA, Citoqueratina 17 y CD31, mediante Western Blot.  
El tumor fue depositado en un mortero y disgregado mediante acción mecánica en 500 
µl de solución de lisis; RIPA (Thermo Scientific), inhibidores de proteasas 50X (Promega) 
y PMSF (Calbiochem) posteriormente; se sonicó usando seis pulsos de 10 segundos en 
el equipo Q500 (QSonica Sonicators) y se incubó en hielo durante 15 minutos. 
Posteriormente se centrifugó a 14.000 x g durante 30 minutos a 4 °C recuperando la 
fracción soluble.  
La concentración de proteínas se determinó mediante método de Bradford (Merck), 
midiendo absorbancia a 595nm en el equipo EPOCH, utilizando seroalbúmina bovina 
(BSA) (1mg/mL, Thermo Scientific) como proteína patrón para la curva de calibración. Al 
menos 30 µg de proteínas totales fueron sometidas a electroforesis. 
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5.5.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida, transferencia y bloqueo. 
 
Los geles de poliacrilamida conteniendo SDS (SDS-PAGE) se prepararon para la 
separación de proteínas al 7 y 15% con un gel empaquetador al 4%, según lo descrito 
en Sambrook et al. (1989). Se incubaron 30 µg de proteínas diluidas en tampón de carga 
(50mM Tris-HCL pH 6.8, 2% SDS, 0.1% Glicerol y 100mM de 2-Mercaptoetanol) a 100°C 
por 5 minutos y se cargaron en el gel. La electroforesis se llevó a cabo a 100V constantes. 
Se utilizaron marcadores de pesos moleculares pre-teñidos como estándar, uno de peso 
molecular bajo 10 - 180 kDa (Thermo Scientific) y otro de peso molecular alto 31 - 460 
kDa (Life Technologies). 
Luego de someter las proteínas a electroforesis, estas fueron transferidas a membranas 
de polivinylidene difluoride (PVDF) del kit Trans-Blot® TurboTM Midi PVDF (Bio-Rad) en 
un equipo Trans-blot Turbo Transfer System™ (Bio-Rad) a 25 V por 20 minutos.  
 
5.5.3 Western blot.  
 
Finalizada la transferencia, para evitar uniones inespecíficas, se realizó el bloqueo de las 
membranas con TBS 1X (Winkler), Twen 20 0.05%, leche descremada en polvo 5% 
durante 1 hora con agitación a temperatura ambiente. A continuación, se incubó durante 
12 horas a 4 °C con anticuerpo primario (ver Tabla 3). Posteriormente se realizaron 3 
lavados de 5 minutos a temperatura ambiente con solución de lavado (TBS 1X, Tween 
0.05%). La detección se llevó a cabo utilizando anticuerpo secundario conjugado a 
peroxidasa diluido 1:5000 en solución de bloqueo durante 1 hora a temperatura 
ambiente. Una vez finalizada la incubación se realizaron 3 incubaciones de 5 minutos 
cada uno, en solución de lavado. Finalmente, el revelado se realizó por 
quimioluminiscencia utilizando el sistema comercial EZ-ECL (Biological Industries). Las 
imágenes se obtuvieron mediante el escáner C-Digit™ (LI-COR Biosciences) utilizando 
el software iS (Image Studio) y la intensidad de cada banda se cuantificó con el programa 
Image J software (NIH). El análisis estadístico se realizó con el programa GraphPad 
Prism 5.0 mediante un análisis t-test no paramétrico. 
 
 
34 
 
Tabla 3: Anticuerpos utilizados para la caracterización por western blot. 
 
Anticuerpos  Dilución Origen Marca 
PCNA 1:1000 Conejo Abcam 
Survivina 1:200 Conejo R&D 
Ki67 1:200 Conejo Thermo Scientific 
CD31 1:500 Conejo Abcam 
Citoqueratina 17 1:500 Conejo Abcam 
GAPDH 1:2000 Ratón Abcam 
Rabbit  1:5000 Cabra Rockland 
Mouse 1:5000 Conejo Rockland 
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6. Resultados 
6.1 Establecimiento de los modelos PDX portadores de cáncer cervicouterino 
avanzado. 
Durante este trabajo, un total de 9 biopsias fueron recibidas e implantadas; el resumen 
de las muestras, implantes y generaciones obtenidas se muestra en la Tabla 4. De las 9 
muestras recibidas, 7 se expandieron a F1 SC. Sin embargo, solo 3 muestras (PDX 10, 
PDX 15 y PDX 16) lograron un volumen tumoral de aproximadamente 1000 mm3  en F0, 
que permitió expandir a 10 y 6 ratones respectivamente. Los 5 PDXs restantes fueron 
exitosos en F0 pero en F1 no se observó crecimiento tumoral. Solo un modelo (PDX 10) 
llegó a F2. 
 
Tabla 4: Resumen de los modelos PDXs establecidos, generación lograda y 
diagnóstico de las biopsias. 
 
Nombre Diagnóstico 
anatomopatológico 
Generaciones 
logradas 
Tratamiento 
PDX 9  
Carcinoma 
Escamoso 
F0 OT, F1 SC No 
PDX 10 F0 OT, F1 SC, F2 
SC, F0 SC 
Sí 
PDX 11 F0 IP, F1 SC No 
PDX 12 Adenocarcinoma F0 IP, F0 SC, F1 
SC 
No 
PDX 13  
Carcinoma 
Escamoso 
F0 IP No 
PDX 14 F0 IP, F1 SC No 
PDX15 F0 OT, F1 SC Sí 
PDX 16 F0 OT, F0 IP, F0 
SC, F1 SC 
Sí 
PDX 17 NIE III F0 SC No 
* OT: ortotópico, IP: intraperitoneal, SC: subcutáneo 
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6.2 Evaluación de la presencia de HPV en biopsias provenientes de pacientes y 
primera generación de los modelos PDXs mediante PCR. 
La presencia de HPV en las biopsias y muestras provenientes de la F1 de los diferentes 
modelos PDXs, se evaluó por PCR, amplificando una secuencia de DNA de los genes 
de las proteínas E6 y E7 para HPV 16/18. 
 
Los resultados muestran que en el PDX 11, 15 y 18 se obtuvo un amplificado de 104 pb 
para E6 y E7 de HPV16 por lo que son positivas para este tipo de HPV. En los PDXs 
12,13 y 15 no se obtuvo DNA en la biopsia proveniente del paciente debido a que fue 
completamente utilizada en el implante de la F0 (Tabla 5). El resto de las muestras fueron 
negativas para HPV16. En el análisis para HPV18 no se obtuvo amplificación de los 
fragmentos de 101 pb para E6 y E7, por lo que las muestras fueron negativas para este 
tipo de HPV. Como control positivo para HPV16 se utilizó la línea celular SiHa y para 
Hpv18 HeLa. 
 
Posteriormente se evaluó la posibilidad que fueran positivos para otros tipos de HPV 
como 31, 45 y/o 11, donde, las muestras del modelo PDX 16 fueron positivas para HPV 
45 obteniendo un fragmento de 107 pb como se muestra en la Tabla 5. Por otro lado, las 
muestras restantes fueron negativas tanto para HPV31 como para HPV11. 
 
Debido a que a biopsia inicial en el modelo PDX 10 fue positiva para HPV16, se 
analizaron tanto las muestras provenientes de la F0 como las de la F1. Como se observa 
en la Figura 7, se evidencia la presencia de los genes E6 y E7 de HPV16 a lo largo de 
las diferentes generaciones. 
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Tabla 5: Genotipificación de HPV 11, 16, 18, 31 y 45 en biopsias de pacientes y 
modelos PDXs establecidos. 
 
Nombre HPV 11 HPV 16 HPV 18 HPV 31 HPV 45 
PDX 9 Biopsia inicial - - - - - 
PDX 10 Biopsia inicial - + - - - 
PDX 10 F0 OT - + - - - 
PDX 10 F1 SC - + - - - 
PDX 10 F2 SC - + - - - 
PDX 11 Biopsia inicial - + - - - 
PDX 11 F0 IP - - - - - 
PDX 12 F0 IP - - - - - 
PDX 14 Biopsia inicial - - - - - 
PDX 14 F0 IP - - - - - 
PDX 15 F0 OT - + - - - 
PDX 16 Biopsia inicial - - - - + 
PDX 16 F0 OT - - - - + 
PDX 16 F1 SC - - - - + 
PDX 18 Biopsia inicial - + - - - 
(*) Muestra negativa -, muestra positiva + 
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Figura 7: Amplificación de HPV en las diferentes generaciones del modelo PDX 10 
establecido. 
Por PCR se amplificaron regiones del gen de la proteína E6 y E7 de HPV16 tanto en la 
biopsia inicial como en las distintas las generaciones del modelo PDX10 establecido. En 
A se observa el fragmento de 104 pb amplificado del gen de la proteína E6 y en B el 
fragmento de 104 pb del gen de la proteína E7. Carril M: marcador de peso molecular de 
100 pb, 1: Biopsia inicial, 2: F0, 3: Ratón N°0 F1 NR, 4: Ratón N°1 F1 NR, 5: Ratón N°2 
F1 NR, 6: Ratón N°3 F1 NR, 7: Ratón N°4 F1 NR, 8: Ratón N°0 F1 1537S, 9: Ratón N°1 
F1 1537S, 10: Ratón N°2 F1 1537S, 11: Ratón N°3 F1 1537S, 12: Ratón N°4 F1 1537S, 
,(-): H2O, SiHa: Control positivo HPV16. 
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6.3 Evaluación del efecto de la terapia antisentido sobre el desarrollo tumoral en 
animales de segunda y tercera generación del modelo PDX 10. 
Para efectos de esta investigación se trabajó con el PDX 10, debido a que, el implante 
ortotópico en F0 fue exitoso y a partir de este se estableció una F1 de 10 ratones (5 
ratones por grupo) y posteriormente desde esta última se expandió a una F2 con la 
misma cantidad de animales, según 5.1.3. 
El resultado, posterior a las 10 dosis intraperitoneales, del AS0 1537S y NR se observa 
en la Figura 8: 
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Figura 8: Efecto del tratamiento antisentido sobre el crecimiento tumoral in vivo en 
el modelo PDX 10 F1 desde F0 ortotópico. 
A. Volumen tumoral de cinco ratones inmunosuprimidos portadores de cáncer 
cervicouterino por grupo durante la administración de 10 dosis (1 µg/µl) de 1537S y NR. 
Los datos representan promedio ± SD.  B. Gráfico por animal del volumen tumoral. Las 
flechas en negro indican las dosis administradas. 
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En 8A, no se observó una diferencia significativa en cuanto al volumen tumoral de ambos 
grupos. Al separar la gráfica por animal, 8B, se puede observar claramente que existe 
un ratón del grupo 1537S que alcanza aproximadamente los 780 mm3 ; dos ratones NR 
que se encuentran en los 400 – 500 mm3 ; tres ratones 1537S en 150 - 350 mm3 ; tres 
del grupo NR  90 - 200 mm3 y finalmente un ratón del grupo 1537S con aproximadamente 
10 mm3 (Figura 8).  
Se realizó necropsia completa de los 4 animales que presentaban un mayor volumen 
tumoral al término del experimento (Figura 8B), dos por grupo, y se encontró metástasis 
asociada al hígado, bazo y estómago, en ambos ratones del grupo NR y no así en los 
1537S. A partir de estos ratones se realizó la tercera generación (F2), considerando que 
los tumores provenientes del grupo 1537S se reimplantaron y recibieron el mismo 
tratamiento, al igual que los provenientes del NR.  
Con respecto a los animales restantes de la F1, se realizó necropsia completa dos días 
después para definir el patrón de metástasis, se encontró que: existía metástasis 
asociada a los órganos mencionados anteriormente en los tres animales restantes del 
grupo NR y solo dos del grupo 1537S. Así, se observó un 100% de metástasis en el 
grupo NR y un 40% en 1537S (Tabla 6, Anexo 2). 
 
Tabla 6: Resumen de la metástasis en PDX 10 F1SC. 
 
Muestras Ratones con Metástasis Órganos involucrados 
 
PDX 10 Grupo NR 
 
2/5 = 40% 
- Hígado, Bazo, 
Estómago 
 
PDX10 Grupo 1537S 
 
5/5 = 100% 
- Hígado, Bazo, 
Estómago 
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El efecto del tratamiento sobre la cinética de crecimiento observada para la F2 (Figura 
9) muestra que, el grupo NR tiene un volumen tumoral más alto (350 mm3) que el grupo 
1537S (170 mm3) y al analizar la cinética por ratón (Figura 9B) se observa que no hay 
diferencia significativa en el volumen tumoral entre los demás animales. En esta 
generación hay dos animales del grupo NR que presentan un volumen tumoral muy bajo 
(50 – 80 mm3), cuatro del mismo grupo con 250 – 400 mm3 , y en el grupo 1537S solo 
un ratón se encuentra en aproximadamente los 10 mm3  y el resto está entre los 100 y 
300 mm3. Post dosis, como se observa en la Figura 10A, el grupo 1537S presenta un 
volumen tumoral levemente más alto y a medida que se realizaron las necropsias, todos 
los animales presentaron metástasis. Además, se realizó un gráfico de sobrevivida, 
Figura 10B, donde se observa claramente que no existe diferencia significativa entre los 
grupos. 
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Figura 9: Efecto del tratamiento antisentido sobre el crecimiento tumoral in vivo en 
el modelo PDX 10 F2. 
A. El volumen tumoral se midió en seis ratones inmunosuprimidos portadores de cáncer 
cervicouterino por grupo durante la administración de 10 dosis (0.5 µg/µl) de 1537S y 
NR. Los datos se presentan como promedio ± SD.  B. Gráfico por animal del volumen 
tumoral. Las flechas en negro indican las dosis administradas. 
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Figura 10: Cinética de crecimiento del volumen tumoral y sobrevida en PDX 10 F2 
pos administración de dosis. 
A. Volumen tumoral de seis ratones por grupo medido durante y post administración de 
10 dosis (0.5 µg/µl) de 1537S y NR. Las flechas en negro indican las dosis administradas. 
Los datos se representan promedio ± SD.  B. Gráfico de sobrevida de los grupos post 
administración de dosis. 
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A partir de los resultados anteriores se repitió el modelo PDX 10 desde el tumor 
congelado de la F0 ortotópica, es decir, el tumor congelado se implantó en una nueva 
F1 y luego en una F2 según lo descrito en 5.1.3. En este nuevo modelo se administró 
terapia en la F2 y se utilizó para el control una solución salina. Para esta F2 se utilizaron 
4 animales por grupo, donde en el grupo del control salino uno de los animales solo 
recibió dos dosis y debido a su volumen tumoral (977.66 mm3) se realizó eutanasia, del 
mismo grupo, dos animales recibieron hasta la tercera dosis, ya que sus volúmenes 
tumorales eran altos (1000-1300 mm3); en este grupo solo un animal logró recibir su 
quinta dosis antes de realizarse la eutanasia. En cambio, en el grupo 1537S un animal 
alcanzó un volumen tumoral alto en su cuarta dosis y otro en su quinta dosis con 
volúmenes tumorales entre 1000-1300 mm3, mientras que, los dos animales restantes 
lograron recibir hasta la séptima dosis. La cinética de crecimiento se representa en la 
Figura 11A donde se observa claramente que no existe una diferencia significativa entre 
los volúmenes tumorales de los grupos. Al realizar el gráfico de sobrevida para los 
grupos, Figura 11B, se determinó que el grupo que recibe la solución salina tiene una 
sobrevida promedio de 19 días, mientras que, el grupo 1537S tiene una sobrevida 
promedio de 30 días. 
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Figura 11: Efecto del tratamiento antisentido sobre el crecimiento tumoral in vivo 
en el modelo PDX 10 F2 reimplantado. 
A. Volumen tumoral medido en cuatro animales por grupo (ver 5.3) durante la 
administración de 7 dosis (0.5 µg/µl) de 1537S y Salino. Las flechas en negro indican las 
dosis administradas. Los datos se representan promedio ± SD.  B. Gráfico de sobrevida 
de los grupos post administración de dosis. 
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6.4 Caracterización de biopsias, pre y pos interferencia de los ASncmtRNAs, a 
través del uso de marcadores tumorales por Inmunohistoquímica.  
La caracterización se llevó a cabo con las muestras provenientes del PDX 10 hasta F1, 
ya que, aunque no se observó una diferencia en el volumen tumoral, si se observó a 
nivel de metástasis al momento de realizar las necropsias. El diagnóstico de los cortes 
obtenidos se resume en la Tabla 7. 
 
Tabla 7: Diagnóstico anatomopatológico de las muestras obtenidas en las 
generaciones establecidas del modelo PDX 10.  
 
PDX 10 Diagnóstico 
Biopsia inicial Carcinoma escamoso de células no 
queratinizantes 
F0 Ortotópico Carcinoma escamoso de células grandes no 
queratinizantes 
F1 1537S Carcinoma escamoso de células grandes 
queratinizantes y no queratinizantes 
F1 NR Carcinoma escamoso de células grandes 
queratinizantes y no queratinizantes 
 
La detección de PCNA, Citoqueratina 17 y Ki67 por inmunohistoquímica se observa en 
la Figura 12; para PCNA la marca positiva es citoplasmática y nuclear en todos los tejidos 
analizados, con una expresión en el tejido de un 50% o superior. Mientras que, para Ki67 
la marca observada es nuclear con una expresión menor al 10% y en la biopsia inicial 
solo existen unas pocas células marcadas. En la citoqueratina 17 la marca es 
citoplasmática, siendo superior al 75% en todos los tejidos analizados. 
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Figura 12: Inmunohistoquímica en biopsia original y tumor de primera y segunda 
generación con tratamiento del modelo PDX 10. 
Inmunohistoquímica de las muestras provenientes de la biopsia inicial, F0 y F1 del 
modelo PDX 10. Se observa la tinción con hematoxilina-eosina (H&E), control negativo 
sin anticuerpo (S/AC), PCNA, Citoqueratina 17 (CK17) y Ki67 en 200X. 
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Para ver el efecto de la terapia en marcadores involucrados en apoptosis y angiogénesis 
se utilizó survivina y CD31 (Figura 13), donde la marca observada en survivina fue 
citoplasmática cercana a un 50%; mientras que, para CD31 la marca no se observa en 
la biopsia inicial, pero si en las muestras de la F0 y F1 donde se observa una marca de 
membrana de las células endoteliales. 
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Figura 13: Panel marcadores antiapoptóticos y angiogénicos en biopsia y tumor 
de primera y segunda generación con tratamiento del modelo PDX 10. 
Se observa la tinción por Inmunohistoquímica de los marcadores survivina (SV) y CD31 
en las muestras provenientes del modelo PDX 10, 200X. 
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6.5 Patrón de expresión de proteínas en biopsias pre y pos interferencia de los 
ASncmtRNAs por Western Blot. 
Con la finalidad de confirmar el patrón de expresión de las proteínas analizadas por 
inmunohistoquímica a lo largo de las distintas generaciones del modelo PDX 10, se 
realizó Western Blot.  
En la Figura 14A se observa el patrón de expresión de los marcadores de proliferación 
(PCNA y Ki67), los cuales fueron detectados en las generaciones establecidas del 
modelo, pero no en la biopsia original. La cuantificación de las bandas no muestra una 
diferencia significativa en el patrón de expresión de estos marcadores (Figura 14B). 
 
Con respecto al marcador epitelial, Citoqueratina 17, este se expresa tanto en la F0 como 
en la F1 y no existe una diferencia en los niveles de expresión entre las diferentes 
generaciones (Figura 15). 
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Figura 14: Patrón de expresión de marcadores de proliferación en biopsia y 
generaciones del modelo PDX 10. 
En A y C se muestra el patrón de expresión de marcadores de proliferación en la biopsia 
inicial, tumor proveniente de la primera generación (F0 OT.) y los tumores de la segunda 
generación luego de la terapia (1537S y NR). Como control de carga se utilizó GAPDH.  
B. Expresión y cuantificación de PCNA. D. Expresión y cuantificación de Ki67. Los 
resultados representan el promedio ± SD. (n=3) 
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Figura 15: Patrón de expresión de marcador epitelial Citoqueratina 17 en modelo 
PDX 10. 
En A se muestra el patrón de expresión del marcador epitelial, citoqueratina 17 (CK17), 
en la biopsia inicial, tumor proveniente de primera generación (F0 OT.) y en los tumores 
de la segunda generación luego de la terapia (1537S y NR). En B se muestra la 
cuantificación de CK17 en 30 µg de proteínas, como control de carga se utilizó GAPDH. 
Los resultados representan el promedio ± SD. (n=3) 
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El marcador antiapoptótico survivina, no se detecta en la F0, pero sí en la F1 NR y 1537S 
(Figura 16). Además, existe una diferencia significativa en el nivel de expresión de la 
proteína entre el grupo NR y 1537S.  
 
 
 
Figura 16: Patrón de expresión de marcador antiapoptótico en modelo PDX 10. 
En A se observa la expresión del marcador antiapoptótico, survivina, en la biopsia inicial, 
tumor proveniente de la primera generación (F0 OT.) y en los tumores provenientes de 
la segunda generación luego de la terapia (1537S y NR). Como control de carga se utilizó 
GAPDH. B. Cuantificación de survivina. Los resultados representan el promedio ± SD. 
(n=3) * P<0.05 
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Con respecto al marcador de angiogénesis, CD31, este se detecta en tanto en la F0 
como en la F1 (Figura 17A) y no se observa una diferencia en la expresión de CD31 del 
grupo NR y el grupo 1537S (Figura 17B).  
 
 
Figura 17: Patrón de expresión de marcador de angiogénesis, CD31, en el modelo 
PDX 10. 
En A se observa la expresión del marcador de angiogénesis, CD31, en la biopsia inicial, 
tumor proveniente de la primera generación (F0 OT.) y en los tumores provenientes de 
la segunda generación luego de la terapia (1537S y NR). Como control de carga se utilizó 
GAPDH. B. Cuantificación de CD31. Los resultados representan el promedio ± SD. (n=3) 
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Por otro lado, el marcador de invasión Rac1 se observa tanto en la F0 como en la F1 
(Figura 18A) y existe una diferencia significativa en el nivel de expresión de esta proteína 
entre el grupo NR y 1537S (Figura 18B).  
 
 
Figura 18: Patrón de expresión del marcador de invasión, Rac1, en modelo PDX 10. 
En A se observa la expresión del marcador de, Rac1, en la biopsia inicial, tumor 
proveniente de la primera generación (F0 OT.) y en los tumores provenientes de la 
segunda generación luego de la terapia (1537S y NR). Como control de carga se utilizó 
GAPDH. B. Cuantificación de Rac1. Los resultados representan el promedio ± SD. (n=2) 
***P<0.0001 
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7. Discusión 
Actualmente el cáncer cervicouterino, en estadios tempranos y localizados, es tratado a 
través de cirugía, radioterapia y/o quimioterapia con una supervivencia a 5 años de 80-
90% (American Cancer Society, 2016); pero, cuando existe metástasis la sobrevida 
promedio de los pacientes es de 8 – 13 meses y no existe un tratamiento estándar 
efectivo (Li et al. 2016). El uso de la quimioterapia convencional (cisplatino, cisplatino 
con 5-fluorouracilo, carboplatino, paclitaxel, topotecán) o combinada (combinación de los 
medicamentos de la quimioterapia) y de la quimiorradiación concurrente (radioterapia y 
quimioterapia administradas en conjunto)  en pacientes con metástasis, persistencia y 
recurrencia, si bien logra aumentar en unos meses la sobrevida de los pacientes 
(American Cancer Society 2016, Barra et al. 2017), no elimina completamente las células 
tumorales y se generan efectos secundarios que terminan por deteriorar aún más la vida 
del paciente. Es por esto, que es importante encontrar nuevos blancos o terapias que 
sean efectivas en el tratamiento de pacientes con cáncer cervicouterino avanzado. 
 
Nuestro laboratorio ha descrito una familia de RNAs no codificantes largos de origen 
mitocondrial (ncmtRNAs), denominados sentido (SncmtRNA) y antisentido 
(ASncmtRNA), los cuales poseen un patrón de expresión diferencial en células y tejidos 
tanto normales como tumorales. El transcrito SncmtRNA se expresa en células y tejidos 
normales y tumorales, mientras que, los ASncmtRNAs disminuyen su expresión en 
células y tejidos tumorales (Villegas et al. 2007, Burzio et al. 2009). La interferencia del 
los ASncmtRNAs in vitro muestra una muerte selectiva y masiva de las células tumorales, 
además de una disminución en sus propiedades tumorogénicas (Vidaurre et al. 2014, 
Lobos-González et al. 2016). In vivo, en modelos singénicos de melanoma y cáncer renal 
murino, se ha observado una disminución del volumen tumoral y metástasis (Lobos-
González et al. 2016, Borgna et al. 2017).  
 
Con la finalidad de poner a prueba nuevos blancos y/o estrategias terapéuticas es 
necesario elegir correctamente un modelo preclínico, ya que, la mayoría de las nuevas 
drogas fallan en las fases clínicas con humanos. Esto se debe principalmente a que en 
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los ensayos in vitro e in vivo se utilizan líneas celulares tumorales, que han sido 
adaptadas en cada laboratorio a crecer en condiciones de cultivo y se realiza una 
selección de estas mismas en cada pasaje. A su vez, el cáncer como enfermedad posee 
una complejidad y diversidad propia en cada paciente, donde esta última es difícil de 
representar a través de las líneas celulares tumorales disponibles (Day et al. 2015). En 
el desarrollo y establecimiento del modelo in vivo para el estudio preclínico se debe 
considerar además el lugar de inyección de las células o si se desarrollará un modelo 
singénico o xenógrafo. Para mejorar estos puntos, en los últimos años ha crecido el 
interés por utilizar los modelos de xenoinjerto derivados de pacientes (PDX), donde una 
muestra proveniente del tumor del paciente se implanta en un ratón inmunosuprimido en 
orden de mantener la complejidad y heterogeneidad propia de la enfermedad.  
 
En este trabajo se logró establecer 9 modelos PDX portadores de cáncer cervicouterino 
en F0 (Tabla 4), donde 5 modelos fueron traspasados a F1, pero solo 3 se amplificaron 
a un número considerable de ratones para evaluar la terapia (PDX 10, PDX 15 y PDX 
16). El bajo número de injertos exitosos en F1 se puede deber a la forma de implante en 
F0, ya que, estos tres modelos provienen de un implante inicial ortotópico y el resto 
proviene de implantes iniciales intraperitoneales o subcutáneos. El implante subcutáneo 
al realizarse en el lomo del ratón carece del microambiente original del tumor (Jin et al. 
2010) y la tasa de crecimiento puede variar entre 25-60% dependiendo del tipo de tumor 
(Sia et al. 2015), mientras que, el implante ortotópico, directamente en el cérvix del ratón, 
mantiene de mejor forma las características originales del tumor, como el contenido del 
estroma y su heterogeneidad (Scott et al. 2014). Además, permite imitar la metástasis 
humana (Bibby, 2004; Hiroshima et al. 2016). Es fundamental la diferencia existente en 
el microambiente, ya que en este se encuentran todos los factores necesarios para el 
crecimiento y desarrollo del tumor (Bhowmick et al. 2004). Por otro lado, la tasa con que 
fallan los injertos de material trasplantado es cercana al 90% dependiendo del tipo de 
cáncer, falta de estroma humano o trasplante ectópico (Sia et al. 2015), es por estas 
razones que los modelos exitosos de este trabajo provienen de un implante en F0 
directamente en el cérvix.  
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La presencia del genoma de HPV, de alto riesgo y bajo riesgo (Tabla 5 y Figura 7), mostró 
que tanto el PDX 10 como el PDX 15 (modelos exitosos) fueron HPV16 positivo, uno de 
los tipos más carcinogénicos. Con el PDX 11 ocurre algo interesante; en la biopsia inicial 
este es positivo para HPV16, pero no así en la F0. La explicación para esto se debe a 
que cuando se realizó necropsia de la F0 se apostó por una supuesta masa tumoral para 
traspasar a F1, al no detectarse HPVs de alto ni bajo riesgo (Tabla 5) por PCR y con el 
informe anatomopatológico que identificaba esa “masa tumoral” como tejido adiposo y 
músculo estriado, se comprueba que lo obtenido en esa generación no era una muestra 
de tumor proveniente de la biopsia inicial, si no que lo que se asumió como tumor en el 
ratón era simplemente grasa. Ninguna de las muestras restantes dio positivo para HPV 
18 ni para HPV31 (Tabla 5), mientras que, solo el PDX 16 dio positivo para HPV45 tanto 
en la biopsia inicial como en la primera generación (Tabla 5). Se analizó además un tipo 
de HPV de bajo riesgo (HPV11) y no hay muestras que amplifiquen el fragmento de 190 
pb (Tabla 5). Los resultados obtenidos de la genotipificación de HPV sugieren que podría 
haber una correlación entre la presencia de HPVs de alto riesgo y el éxito de crecimiento 
posterior al injerto (Siolas et al. 2013), lo cual se condice con nuestros resultados, debido 
a que los dos implantes más exitosos son derivados de una biopsia inicial HPV 16 
positiva (PDX 10 y 15). En cambio, los modelos que presentan bajo o nulo crecimiento, 
no fueron positivos para los tipos de HPV de alto riesgo analizados. Por otro lado, se 
puede corroborar una de las principales ventajas del modelo PDX, la mantención de las 
características moleculares de la biopsia inicial a través de las diferentes generaciones 
en el modelo PDX 10, ya que es positivo para HPV16 en todas las generaciones 
establecidas (Figura 7). 
 
A partir del establecimiento exitoso de la segunda generación en el PDX 10, con diez 
ratones, se inició el estudio del efecto in vivo de la terapia antisentido. Como se observa 
en la Figura 8 no existe una diferencia en el volumen tumoral entre los grupos durante el 
tiempo que duró la administración de las dosis, esto se debe principalmente a que: 1) la 
administración de las dosis se inició dos días después de la cirugía de expansión a F1 y 
no se esperó que el implante en los ratones alcanzara un volumen tumoral mínimo de 
50 – 100 mm3, por lo que existen animales en ambos grupos que nunca desarrollaron el 
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tumor (Figura 8B), afectando la cinética de crecimiento de cada grupo, es decir, un ratón 
en el grupo 1537S en el que no crece el tumor, es un falso positivo para evaluar la 
respuesta a la terapia y al revés, si éste se encuentra en el grupo NR afecta de manera 
negativa el grupo control, generándose así la dispersión en los datos de cada grupo, 2) 
la concentración de la dosis no sería la adecuada para lograr un efecto in vivo, 3) el 
tiempo en el que se esperó observar el efecto no es el adecuado, ya que no se puede 
afirmar que no existió un efecto posterior a la administración de las dosis, 4) el uso del 
grupo NR como control, en el diseño experimental faltó un grupo con el implante tumoral 
que solo recibiera dosis de suero para así poder afirmar que el oligonucleótido NR no 
está generando efectos en el modelo in vivo y que la diferencia que no se observa en el 
crecimiento tumoral no se debe a que el oligonucleótido NR genere algún efecto en este 
tipo de cáncer. Considerando los puntos 2 y 3, al realizar expansión a F2 se decidió 
utilizar una dosis de 0.5 µg/µl para evaluar la cinética de crecimiento (Figura 9) y evaluar 
sobrevida en los grupos (Figura 10). Durante la administración de las dosis se observó 
una leve tendencia del grupo NR a tener un mayor volumen tumoral (Figura 9A) pero al 
realizar el análisis por animal (Figura 9B), se ve claramente que es solo un ratón el que 
presenta un volumen tumoral muy alto generando un falso positivo para el grupo 
completo; lo cual se comprueba en la Figura 10, ya que, esta leve diferencia se pierde 
luego de eliminar el animal del grupo NR y claramente no existe una diferencia ni 
tendencia entre los grupos. Además, al finalizar el experimento la sobrevida es de un 
ratón por grupo (Figura 10B), pero volviendo a lo descrito anteriormente, esto se debe 
netamente al punto 1, ya que ambos animales no desarrollaron crecimiento tumoral 
durante el experimento y si se hubiese mejorado este punto, estos podrían haber sido 
eliminados antes de iniciar la administración de las dosis y no influir positiva o 
negativamente en sus respectivos grupos.  
 
Otro punto que considerar es que se recomienda el uso del modelo ortotópico para 
estudios de terapias (Rubio-Viqueira et al. 2009, Sia et al. 2015, Hiroshima et al. 2016), 
ya que la sensibilidad de los tumores implantados a los agentes terapéuticos puede 
variar según su localización (Fidler et al. 1994, Rubio-Viqueira et al. 2009); el problema 
con esto es que el implante ortotópico en el cérvix no se puede monitorear fácilmente en 
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comparación al subcutáneo, por lo que se necesita una implementación especializada 
como un ecógrafo para ver el crecimiento tumoral. La F0 se realizó ortotópica debido a 
que monitorear un solo animal (según su crecimiento abdominal) es más sencillo que 
manejar dos grupos de cinco ratones cada uno a simple vista, es por esto que en este 
estudio la F1 se implantó de forma subcutánea. 
 
Pese a que no se observa un efecto in vivo evidente a nivel del crecimiento tumoral, al 
realizar necropsia completa de todos los animales de la F1, se observó que el 100% de 
los animales presentaba metástasis en el grupo NR y solo un 40% en el grupo 1537S 
(Tabla 6, Anexo 2). Con dosis de 0.5 µg/µl no se observó esta diferencia en la F2, donde 
ambos grupos presentaban metástasis en todos los animales. Es a partir de estos 
resultados que se decidió realizar el análisis completo por western blot e 
inmunohistoquímica solo de la F1, también el establecer este primer modelo con el 
régimen descrito, sirvió para mejorar el diseño experimental en posteriores PDXs, por 
ejemplo, se realizó un reimplante del PDX 10 F0 y se tuvo en consideración el uso de un 
control salino y no el grupo NR, ya que al realizar un RT-PCR (datos no mostrados) de 
los ASncmtRNAs del PDX 10 F1 con terapia no se observó una diferencia significativa 
de los transcritos comparados con los del grupo 1537S, por lo que el uso del 
oligonucleótido NR en este modelo no sirve como control, ya que no se puede saber si 
el uso del NR está generando efectos en este tipo de cáncer o es que el 1537S no genera 
el efecto deseado en el modelo. Además, la administración de dosis comenzó cuando 
los animales alcanzaron un volumen tumoral cercano a los 150 mm3 como se observa 
en la Figura 11A y al comparar la sobrevida promedio del grupo salino con el grupo 
1537S esta mejora en 11 días (Figura 11B). El problema que aún se mantiene es que no 
existe una diferencia significativa en la cinética de crecimiento del volumen tumoral y 
esto se debe a lo heterogéneo que son los grupos, ya que al realizar una distribución 
aleatoria de los animales no todos tienen volúmenes similares y siempre hay un animal 
que aumenta considerablemente su volumen o que por el contrario presenta un mínimo 
crecimiento. Por otro lado, para el PDX 16 que se encuentra en curso (Anexo 1), se 
tomaron en cuenta las mismas consideraciones: 1) se esperó un volumen de ~ 90 mm3 
en todos los animales para separar los grupos aleatoriamente e iniciar la administración 
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de dosis, cabe destacar que desde el establecimiento de la F1 hasta alcanzar este 
volumen no fueron más de 30 días, por lo que el tiempo invertido en esperar esto no es 
tanto como el tiempo que se puede perder por querer iniciar la administración de dosis 
inmediatamente y después no observar diferencias, 2) la dosis utilizada es de 1 µg/µl y, 
3) se eliminó el grupo NR y se utilizó un grupo salino como control, idealmente deberían 
existir los tres grupos pero por disponibilidad de ratones y tamaño del tumor proveniente 
de la F0 OT. esto no fue posible. 
 
Como el modelo PDX retiene las características histológicas, biológicas y moleculares 
de la biopsia proveniente del paciente se caracterizaron a través de diferentes 
marcadores tumorales las muestras provenientes del paciente y de las diferentes 
generaciones del modelo PDX 10. En primera instancia se analizaron marcadores 
involucrados en el desarrollo y diagnóstico del cáncer cervicouterino como Ki67, 
correspondiente a una proteína nuclear de las células en proliferación que se expresa 
en las fases activas del ciclo celular (G1, S, G2, M) y no en G0; se utiliza principalmente 
para determinar el estado proliferativo y prognosis en el cáncer cervicouterino (Pan et al. 
2015, Chung et al. 2017). El modelo PDX 10, es positivo para Ki67 en no más del 50% 
de las células en las muestras provenientes de la F0 y F1, mientras que, en la biopsia 
inicial solo se encontraron unas pocas células marcadas (Figura 12); esto se puede 
deber al enriquecimiento en células tumorales de las muestras provenientes de las 
diferentes generaciones en comparación a la biopsia del paciente, ya que la finalidad del 
establecimiento del modelo, sobre todo en la primera generación, es poder aumentar el 
tamaño de la biopsia inicial. Existen estudios en los que se ha visto que marcadores 
involucrados en proliferación y mitosis son relativamente mayores en los tumores 
provenientes del modelo PDX que en las biopsias iniciales (Lee et al. 2005, Dong et al. 
2016). Otro marcador de proliferación utilizado fue el antígeno nuclear de células 
proliferativas (PCNA), el cual se expresa durante la fase S del ciclo celular en el núcleo 
de las células en proliferación y es utilizado como marcador de proliferación en 
inmunohistoquímica, pero su uso no se recomienda para determinar la progresión de 
este tipo de cáncer (Wang et al. 2004, Madhumati et al. 2012). El marcador PCNA es 
positivo tanto en la biopsia inicial como en las muestras de las diferentes generaciones 
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(Figura 12), con una expresión del 50% o superior. Así, el uso de biomarcadores 
involucrados en proliferación por inmunohistoquímica no permite determinar la 
progresión de la enfermedad, pero si sirve para complementar la detección de lesiones 
preneoplásicas o neoplásicas en el cérvix, mejorando así la exactitud, precisión y 
sensibilidad con que se realiza el diagnóstico del cáncer cervicouterino. Por ejemplo, 
altos estados proliferativos en lesiones de bajo grado puede ser un indicador importante 
a la hora de tomar una decisión con respecto al tratamiento de esta lesión inicial. Por 
otro lado, la citoqueratina 17 es una proteína que forma parte de los filamentos 
 intermedios del citoesqueleto de células epiteliales y se expresa principalmente en 
células metaplásicas inmaduras con una localización citoplasmática (Ikeda et al. 2008); 
actualmente se utiliza en el diagnóstico y prognosis de las lesiones cervicales, donde, 
un aumento en la expresión de esta proteína se correlaciona con progresión y peor 
prognosis en el cáncer cervicouterino (Hobbs et al. 2016). En este caso, el patrón de 
expresión de la citoqueratina 17 es cercano a un 70% tanto en la biopsia inicial como en 
las muestras del modelo PDX establecido. La caracterización realizada por 
inmunohistoquímica, junto con el diagnóstico entregado por el anatomopatólogo (Tabla 
7), indican que a través de la investigación se trabajó con muestras de cáncer 
cervicouterino y estas nos sufrieron grandes cambios a través de los pasajes en las 
diferentes generaciones, manteniéndose así las características histológicas y 
moleculares iniciales. 
 
Posteriormente se analizaron marcadores involucrados en apoptosis y angiogénesis, con 
la finalidad de evaluar si existe algún cambio en su patrón de expresión post 
administración de la terapia. Se utilizó survivina, miembro de la familia de inhibidores de 
la apoptosis (proteínas antiapoptóticas), donde una sobrexpresión de esta involucra una 
disminución en la apoptosis de las células cancerosas (Wang et al. 2017), en estudios 
realizados por nuestro laboratorio la expresión de esta proteína disminuye 
significativamente cuando se utiliza la terapia tanto in vitro como in vivo en diferentes 
tipos de cáncer (Vidaurre et al. 2014, Lobos-González et al. 2016, Borgna et al. 2017). 
Post administración de las dosis de NR y 1537S, no se detecta una disminución en la 
expresión de esta proteína en las muestras provenientes del grupo 1537S (Figura 13), 
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manteniéndose el patrón de expresión desde la biopsia inicial; esto se puede deber a 
que el crecimiento tumoral no se vio afectado post administración de la terapia 1537S. 
Por otra parte, se analizó el marcador CD31, glicoproteína transmembrana, también 
conocido como PECAM-1; el cual se encuentra en la superficie de las plaquetas, 
monocitos, macrófagos, neutrófilos y es constituyente de las uniones endoteliales 
intracelulares (Pusztaszeri et al. 2006). En el cáncer cervicouterino invasivo, una 
densidad alta de micro vesículas del antígeno endotelial CD31 indica peor prognosis 
entre las mujeres diagnosticadas (Tewari et al. 2017). La angiogénesis es fundamental 
en el desarrollo del tumor y en este último tiempo las terapias dirigidas a factores 
angiogénicos han aumentado, pero estas no eliminan las células tumorales, sino que, 
aumentan levemente la sobrevida y en algunos casos existe una resistencia a estas, ya 
que el tumor puede activar vías alternativas para la revascularización y facilitar el 
crecimiento del tumor; en este caso se esperaría un aumento de este marcador en la 
primera generación del modelo establecido y una disminución en la segunda generación 
con 1537S comparada con NR; esta diferencia se observa entre la primera generación y 
la biopsia inicial pero no al momento de comparar el grupo NR y 1537S, donde se 
observa una cantidad similar de este marcador, por lo que la terapia no estaría afectando 
la angiogénesis del tumor y esto se relaciona a la no variación en volúmenes tumorales 
entre los grupos.  
 
Con respecto al patrón de proteínas obtenido por western blot los resultados para las 
proteínas involucradas en cáncer cervicouterino (Ki67, PCNA, CK17) fueron similares, 
ya que la expresión de estas se mantiene a través de las generaciones (Figura 14 y 
Figura 15). La principal limitación que se tuvo con esta técnica es no poder detectar las 
proteínas provenientes de la biopsia inicial para así realizar una comparación más clara 
entre el patrón de expresión de la biopsia del paciente con las muestras obtenidas de las 
diferentes generaciones; esto se puede deber a que la concentración de proteínas de la 
biopsia inicial fue muy baja y la disponibilidad de muestra que se congeló fue muy 
pequeña, por ende, se trabajó con un volumen limitado. Por otro lado, con el marcador 
antiapoptótico survivina se obtuvo una diferencia significativa entre el grupo NR y 1537S 
(Figura 16), pero no fue posible detectarlo en la F0; el aumento de este marcador inhibe 
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la apoptosis, aumenta la proliferación y promueve la angiogénesis, este es un resultado 
interesante, debido a que, no se observa una diferencia en el volumen tumoral entre los 
grupos (Figura 8) ni en la angiogénesis. Estudios en cáncer cervicouterino sugieren que 
la correlación existente entre la expresión de survivina y los parámetros 
clinicopatológicos se ve a nivel de metástasis pero no se ve significativamente asociado 
al estadio del cáncer, grado del tumor ni tamaño de este mismo (Cheng et al. 2016), lo 
cual podría explicar lo sucedido en esta investigación, ya que no se observó diferencias 
a nivel del crecimiento tumoral pero si en la metástasis, con la finalidad de comprobar 
esto se deben realizar más ensayos como por ejemplo utilizar anticuerpos específicos 
para las diferentes isoformas de survivina y así analizar su rol en el desarrollo de la 
enfermedad (Yamada et al. 2003). Cabe destacar además que para poder detectar este 
marcador se utilizaron 50 µg de proteínas, lo cual puede sobrestimar su significancia, es 
decir, no existe tanta survivina presente en los tumores, por lo que no es posible generar 
un efecto a nivel del tamaño del tumor. Con respecto a CD31, este marcador no varía 
entre el grupo NR y 1537S lo cual se correlaciona a lo observado anteriormente por 
inmunohistoquímica (Figura 17). Por otro lado, se utilizó el marcador Rac1 que pertenece 
a la familia de las Rho GTPasas las cuales está involucradas en la regulación de 
diferentes funciones como: adhesión célula a célula, proliferación celular, migración e 
invasión (Mendoza-Catalán et al. 2012). En cáncer cervicouterino estas proteínas se 
relacionan a la progresión de la enfermedad (He et al. 2008, Srivastava et al. 2010, 
Mendoza-Catalán et al. 2012), así un aumento de estas proteínas permite la adquisición 
del fenotipo motil e invasivo necesario para la progresión y metástasis en esta 
enfermedad (van Zijl et al. 2011). Así, al observar el western blot de Rac1 existe 
diferencia significativa en los niveles de expresión de esta proteína entre los grupos NR 
y 1537S (Figura 18), esto sugiere una relación con lo observado a nivel de metástasis 
en el PDX 10 (Tabla 6), ya que como se mencionó anteriormente, el 100% del grupo NR 
presentaba metástasis y por ende necesita mayor presencia de esta proteína para poder 
invadir lugares distantes, mientras que en el grupo 1537S existe una disminución en los 
niveles de esta proteína, ya que solo el 40% de la población presentaba el patrón de 
metástasis. 
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A raíz de los resultados obtenidos en la evaluación de la terapia esto se podría mejorar 
analizando la biodistribución del oligonucleótido en el ratón, cambiando la forma de 
administrar la terapia (intravenosa y no intraperitoneal) y probando diferentes regímenes 
de administración. Además, con los resultados preliminares utilizando un marcador de 
invasión, la investigación se podría enfocar y profundizar en qué sucede a nivel de 
metástasis con la administración de la terapia en este modelo, ya que, pese a que no 
existe una mejora a nivel de volumen tumoral con esta terapia, sí existe una diferencia 
importante a nivel de metástasis entre los grupos. Esta diferencia observada es de gran 
interés, debido a que en los estadios avanzados del cáncer la metástasis es el principal 
problema a la hora de utilizar las terapias convencionales. 
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8. Conclusión 
• Se estableció un modelo xenoinjerto derivado de pacientes exitoso de dos 
generaciones para evaluar el efecto in vivo de la terapia antisentido.  
 
• Se sugiere que existe una correlación entre la presencia de HPVs de alto riesgo 
y el establecimiento de un modelo PDX exitoso portador de cáncer cervicouterino 
avanzado.  
 
• El modelo PDX conservó sus características moleculares, histológicas y patrón de 
expresión de proteínas a través de las generaciones lo cual se condice con la 
principal ventaja de este modelo. 
 
• Con respecto a la evaluación de la eficacia de la terapia antisentido, el tratamiento 
1537S no generó un efecto en el volumen tumoral, pero si a nivel de metástasis 
in vivo.  
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9. Anexos 
 
 
   
 
Anexo 1: Efecto del tratamiento antisentido sobre el crecimiento tumoral in vivo en 
el modelo PDX 16 F1 SC. 
Volumen tumoral medido en tres ratones inmunosuprimidos, por grupo, portadores de 
cáncer cervicouterino desde PDX 16 F0 OT durante la administración de 10 dosis (1 
µg/µl de 1537S y Solución Salina. Tres días post administración de las dosis se realizó 
necropsia completa de todos los animales independiente de su volumen tumoral, no se 
evaluó sobrevida. Los datos se presentan como promedio ± SD. 
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Anexo 2: Patrón de metástasis en modelo PDX 10 F1 pos administración de terapia. 
De izquierda a derecha se observan los órganos involucrados en la metástasis del 
modelo PDX 10 F1 y los órganos normales. Principalmente la metástasis se encuentra 
asociada a hígado, bazo y estómago, donde los lugares de metástasis se encuentran 
representados con el círculo rojo. En condiciones normales no se observa metástasis en 
dichos órganos. 
 
 
.   
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